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AHR  : Aryl Hydrocarbon Receptor 
AJs  : Adherens junctions 
BBB  : blood brain barrier 
CDH  : Cadherin 
ChIP  : Chromatin immunoprecipitation assay 
CLDN  : Claudin 
CLDND1 : Claudin domain containing 1 
DMEM  : Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO  : Dimethyl sulfoxide 
EMSA  : Electrophoresis mobility shift assay 
HBEC  : human brain endothelial cell 
HEK293 : human embryonic kidney 293 cell 
HeLa  : human cervix malignant epithelial cell 
HepG2  : human hepatoma cell 
HMG-CoA : hydroxymethylglutaryl-CoA 
MPD  : Mevalonate Pyrophosphate Decarboxylase 
MZF1  : Myeloid Zinc finger 1 
OCLN  : Occludin 
qRT-PCR : Quantitative reverse transcription-PCR 
RORα  : Retinoic acid receptor-related orphan receptor α 
RORE  : ROR response element 
SP1  : Specificity protein 1 
TJs  : Tight junctions 
TSS  : Transcription start site 








脳卒中は脳血管の閉塞（脳梗塞 : 脳卒中患者の約 76%以上）または破裂（脳出















血液脳関門（blood brain barrier : BBB）は、脳組織内の血液内腔側から、血管内
皮細胞、ペリサイト、アストロサイトにより構成され、血液と脳組織間における物質移
動を強固に制御している（Figure 1）14。BBB の破綻は、脳卒中の発症および悪化に
関与している 15。細胞間の接着は、頂端側から密着結合（Tight junctions : TJs）、接
着結合（Adherens junctions : AJs）、デスモソーム、ギャップ結合（Gap junction）に
分類される。BBBの血管内皮細胞において TJsと AJsは、物質透過性の制御ならび
にバリア機能に重要な役割を担っている 16–18。TJs および AJs は、それぞれ接着分
子であるクローディン（Claudin : CLDN）、オクルディン（Occludin : OCLN）およびカド
ヘリン（Cadherin : CDH）により形成されている。CLDN と OCLNおよび CDHは、そ






（Figure 3）19–21。ヒトにおいて CLDNは 27種類同定されており、その種類により組織
分布や転写調節機構は異なる 22。CLDN25（別名 : Claudin domain containing 1
［CLDND1］）は、他の CLDN と高い相同性を示し、過剰発現により TJs および細胞
質に局在することが報告されている 20。共同研究者の大西らは、コラゲナーゼ処理に
より脳出血を誘発させたマウスの脳出血部位において CLDND1 タンパク質レベルの
低下ならびにヒト血管内皮細胞（human brain endothelial cells : HBECs）中の
CLDND1 ノックダウン（低下）による物質透過性の亢進を報告している 23。また、松岡
らは CLDND1 の翻訳抑制を生じるマイクロ RNA（miR-124）の増加が脳卒中易発症
ラット（SHRSP）の小脳出血阻害に関与していることを報告した 24。さらに、TJs の脆
弱化による血管内皮細胞の物質透過性亢進は血管浮腫を引き起こし、脳卒中を発










で誘導される血管新生などに関与している核内受容体 Retinoic acid receptor-
related orphan receptor α（RORα）による CLDND1の転写調節について検討した。
第 2 章では、RORα リガンドであるコレステロールによる CLDND1 発現調節につい
てコレステロール低下薬であるロバスタチンを用いて検討した。第 3 章では、
CLDND1 の発現調節に関わる第 1 イントロンに着目し、転写因子 Myeloid Zinc 
finger 1（MZF1）の関与について検討した。第 4章では、CLDND1プロモーター上流







Figure 1.  Cellular constituents of the Blood Brain Barrier. 
 
 




Figure 3.  Structure of claudin family. (A) Schematic representation of claudins. (B) Comparison of 




第 1章 細胞接着分子 CLDND1の転写調節に関与する転写因子 RORαの同定 
 
第１節 序論 
 RORαは、核内受容体スーパーファミリーのメンバーであり、A / T リッチな配列に続






生じる 27,28。これまでに RORα の標的遺伝子として、脂質代謝に関与するアポリポタ
ンパク質（ApoA1、ApoC3 および ApoA5）や血中グルコースの制御に関与する糖新




そこで、本章においては CLDND1 の転写調節機構を明らかにするために RORα の
関与について検討した。初めに、CLDND1 中に存在する RORE の同定を行った。次
に、CLDND1 と RORαのラット組織およびヒト培養細胞における mRNA量の相関性
を評価した。加えて、RORα 過剰発現細胞株およびノックダウンにおける CLDND1 















全ての細胞は、American Type Culture Collectionから入手した。ヒト脳血管内皮
細胞（human brain endothelial cell : HBEC）、ヒト胎児腎細胞（human embryonic 
kidney 293 cell : HEK293）、ヒト肝癌由来細胞（human hepatoma cell : HepG2）お
よびヒト子宮頸癌由来細胞（human cervix malignant epithelial cell : HeLa）は、10%
ウシ胎児血清（血清）と 100 µg/mL ペニシリン-ストレプトマイシン（抗生物質）を添加
したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）、37℃、CO2分圧 5%で培養した。 
mRNA 量の相関性評価に用いた HBEC、HEK293、HepG2 および HeLa は、
1×105cell/wellで播種し、48時間培養した。 
コバルト処理（疑似低酸素条件）におけるmRNAレベルの評価に用いた HBECは、
1×105cell/well で播種し、24 時間培養した。血清と抗生物質を含む新しい DMEM に




psiRNA-h7SK GFPzeo（InvivoGen）を HindⅢおよび Alw44Ⅰで処理後、RORα 発
現ベクター（pRORα）の PvuⅠ部位に T4 DNA リガーゼ（Takara Bio）を用いて挿入
することにより調製した。HBECを 1×105cell/wellで播種し、一晩培養後、血清と抗生
物質を含む新しいDMEMに交換した。pRORα-zeoはLipofectamine 2000（Thermo 
Fisher Scientific）を用いてトランスフェクションした。その後 100 µg/mLゼオシンを含
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第 1 項で採取した組織（10 mg）は、バイオマッシャー（Nippi）を用いて破砕し、
ISOGEN試薬（Nippon Gene）により total RNAを抽出した。第２および３項で培養し
た各細胞は、PBS（-）で 2回洗浄し、ISOGEN 試薬を用いて total RNA を抽出した。
濃度と純度は、SmartSpec Plus スペクトロフォトメーター（Bio-Rad Laboratories）に
より算出した。 
 
第５項 定量的逆転写 PCR 法（Quantitative reverse transcription-PCR : qRT-
PCR） 
cDNA を合成するために、300 ng total RNA を含む反応液（最終濃度 ： 25 mM 
Tris-HCl［pH 7.8］、37.5 mM KCl、1.5 mM MgCl2、5 pmol/mL オリゴ dTプライマー
［Takara Bio］、0.5 mM dNTP ［Applied Biosystems］、10 mM DTT、0.4 U RNase
阻害剤［Takara Bio］および 6 U Moloney murine leukemia virus 逆転写酵素
［Thermo Fisher Scientific］）を 25℃で 10分間、37℃で 90分間、70℃で 5分間反
応させた。qRT-PCRは、SYBR Green Real-Time PCRマスターミックス（TOYOBO）
と 1 µM プライマーを用いて反応（12 µl）させた。PCR 反応は、Roche LightCycler
（Roche）を用いて、95℃で 2 分間の初期変性後、3 段階反応（熱変性 ［95℃で 10
秒間］、アニーリング ［56℃で 10 秒間］、伸長反応 ［72℃で 15 秒間］）を 40 サイク
ル行った。Table 1 に示すように、RORα、CLDND1、Aryl Hydrocarbon Receptor
（AHR）および β-actin 遺伝子のプライマーは、ヒトおよびラット間共通のエクソン領域












同様の操作で行い、増幅した PCR 産物を精製後、SmartSpec Plus スペクトロフォト
メーター（Bio-Rad Laboratories）により濃度を算出し、10 倍希釈系列サンプル（10-
0.0001 µg/µｌ）を標準試料とした。標準試料を用いた qRT-PCRによる Cp値とサンプ
ル濃度をプロットし回帰直線を求めることで検量線を作成した。 
第 5項で合成した cDNA 1 µｌ（total RNA 10 ng）を用いて qRT-PCRを行い、各遺
伝子の mRNA 量を検量線から算出した。その後、ラット組織およびヒト培養細胞の




ヒトにおける CLDND1 遺伝子のプロモーター領域（GenBank accession no. 
NM_001040181 : 転写開始点（TSS）を+1 として、上流-303 から下流+1720）に存
在する RORE の野生型および変異型を含むレポータープラスミド（pCLDND1-wt お
よび pCLDND1-mt）は、HBECのゲノム DNA から Table 1 に示すプライマーを用い
て PCR により増幅した。その PCR 産物を MluⅠ/SalⅠで処理し、pGVB2 ベクター
（Toyo Ink）のルシフェラーゼ遺伝子上流の MluⅠ/XhoⅠ部位に挿入することにより
調製した。また、野生型 RORE の 1-3 回繰り返し配列を含むレポーターベクター
（pROREx1、x2または x3-wt）および変異型 RORE の 3回繰り返し配列を含むレポ
ーターベクター（pROREx3-mt）は、RORE のセンス鎖およびアンチセンス鎖として
Table 1に示す相補的なオリゴヌクレオチドを T4 Polynucleotide Kinase（Takara Bio）
でリン酸化し、アニーリング後、SV40 プロモーターを含む pGVP2 ベクターの SmaⅠ
部位に挿入することにより調製した。得られた各種レポーターベクターは、pGCB2-




QIAGEN Plasmid Mini Kit（Qiagen）により精製した。 
 
第８項 トランスフェクションおよびルシフェラーゼ活性測定 
HEK293 を 0.5×105cell/well で播種し、一晩培養後、Lipofectamine 2000 を用い
て 100 ng β-ガラクトシダーゼレポーターベクターを含む 100 ng レポーターベクター
（pCLDND1-wtまたは pCLDND1-mt）と 100 ng RORα発現ベクター（pRORα）また
はコントロールベクター（pSG5）の混合液をコトランスフェクションした。β-ガラクトシダ
ーゼレポーターベクターは、ルシフェラーゼのトランスフェクション効率を均一化するた




第９項 ゲルシフト法 （Electrophoresis mobility shift assay : EMSA） 
 RORα mRNAは in vitro transcription T7 kit（Takara Bio）により作成し、ウサギ網
状赤血球ライセートシステム（Promega）を用いた in vitro翻訳により RORα タンパク
質を調製した。EMSA は、三木らが報告した方法に準じて行った 36。標識プローブは、
T4 Polynucleotide kinase（Takara Bio）および [γ-32P]ATP（Perkin-Elmer）により調




用いた。Table 1に使用したプローブの配列を示す。DNA-タンパク質結合は、20 mM 
HEPES（pH7.0）、50 mM KCl、1 mM DTT、5% グリセロール、20 µg/mL dI/dC、
0.025% NP-40 および RORα 粗生成物を、0.02 pmol 32P 放射性標識プローブ
（CLDND1-ROREwt）と共に 30℃ 20 分間反応させた。この際、コンペティターとして
0.1、0.2、0.4 または 0.8 pmol の非標識プローブ（I-κB-RORE または CLDND1-
ROREmt）と共に反応させた。スーパーシフトアッセイは、プローブを添加する前に抗






第１０項 siRNA ノックダウン 
 RORα を標的とする siRNA（siRORα）、RORα を非標的とするスクランブル変異型
siRNA（siRORα-mt）および緑色蛍光タンパク質特異的 siRNA（siGFP）は、in vitro 
transcription T7 kit（Takara Bio）により調製した。siGFP は、ネガティブコントロール
として用いた。Table 1に siRNAの配列を示す。HBECを 1.0×105cell/wellで播種し、
一晩培養後、Lipofectamine 2000を用いて siRNAをトランスフェクションした。12-16
時間後、血清と抗生物質を含む新しい DMEMに交換し、さらに 48時間培養後、total 
RNAを抽出した。その後、逆転写および qRT-PCRを行った。siRNA トランスフェクシ
ョンによる細胞生存率の影響は、細胞毒性検出キット PLUS（Roche）を用いた




 データは平均値±標準誤差（SE）で示した（n = 3-5）。2群間の比較は、Student’s t-
test を行った。多群間の比較は、一元配置分散分析（one-way ANOVA) 後に、ボン
フェローニ法により検定を行った。P 値が 0.05 未満の場合を有意差ありとして解析し
た。 
ラット組織およびヒト培養細胞間の mRNA 発現量の相関性は、Correl を行った。







ヒト CLDND1プロモーター領域中の推定 ROREの同定 
CLDND1の転写調節に対する RORαの関与を明らかにするために、CLDND1プ
ロモーター中に存在する RORE の同定を in silico 解析により検討した。UCSC 
Genome Browserに統合された ENCODEデータにより CLDND1プロモーター領域
中の DNaseⅠ感受性部位および H3K27Ac（27 番目のリジンがアセチル化した H3
ヒストン）の ChIP-seq による免疫沈降部位（転写因子の結合しやすい部位）を調査し
た結果、-297 から-286 領域に RORE を特定した（Figure 4A、B）。ヒトとアカゲザル
の RORE およびラットとマウスの RORE は、それぞれ高いおよび低い保存性を示し
た（Figure 4C）。 
マウス肝癌細胞における CLDND1転写調節において、AHRの関与が示唆されて
いる 37。CLDND1 の転写調節に対する AHR の関与を明らかにするために、
CLDND1 中に存在する AHR 結合部位の同定を in silico 解析により検討した。転写
開始点データベースである DBTSS により 38、CLDND1 プロモーター領域（-1000 か
ら+200）における AHR結合部位 5’‐T/G NGCGTG A/C G/C A‐3’（Nは、A、T、G
または C）39を検索した結果、AHR結合部位は示されなかった（データ未掲載）。 
 
ラット組織における CLDND1および RORα mRNAの相関性 
ラット組織における RORα および CLDND1 mRNA 量の相関性を qRT-PCR によ
り検討した。RORαおよび CLDND1間において強い相関性（r2 = 0.801）が確認され
た。それに対し、他の CLDN ファミリーである CLDN1および RORα間において相関
性（r2 = 0.059）は確認されなかった（Figure 5）。AHRについても評価した結果、ラット
組織における AHR および CLDND1 間において相関性は確認されなかった（データ
未掲載）。 
 
ヒト培養細胞における CLDND1および RORα mRNAの相関性 
ヒト培養細胞（HBEC、HEK293、HepG2 および HeLa）における RORα および
CLDND1 mRNA 量の相関性を qRT-PCR により検討した。内因性 RORα および
12 
 
CLDND1 mRNA 量の最も多い細胞は、HEK293 であった（Figure 6A-D）。ヒト培養
細胞においても RORαおよび CLDND1間において強い相関性（r2 = 0.762）が確認




疑似低酸素刺激および RORα過剰発現による CLDND1 mRNAの影響 
RORα の発現亢進は低酸素条件下で引き起こされることが報告されている 36,40。
そこで、疑似低酸素（コバルト処理）条件下 HBEC における RORα および CLDND1 
mRNA レベルを評価した。コバルト処理 12 時間後の細胞における RORα および
CLDND1 mRNAレベルは、未処理の細胞と比べて、それぞれ 18.5倍および 1.9倍
の有意な増加を示した（Figure 7A、B）。それに対し、AHR および CLDN1 mRNA レ
ベルは、有意な変化を示さなかった（Figure 7C、D）。さらに、RORα の安定発現株
（RORα-St1 および RORα-St2）における CLDND1 mRNA レベルは、コントロール
HBEC と比べて、約 1.5倍の有意な増加を示した（Figure 7E、F）。 
 
CLDND1-ROREに対する RORαの応答性 
CLDND1 の転写調節に対する RORα の関与が示唆されたため、CLDND1 推定
RORE に対する RORα 応答性についてルシフェラーゼレポーター解析により検討し
た。HEK293 中の変異型 RORE を含むレポーター（pCLDND1-mt）の応答性は、野
生型 RORE を含むレポーター（pCLDND1-wt）と比べて、約 50%の有意な低下を示
した（Figure 8A）。RORα 発現ベクター（pRORα）と野生型 RORE の１から 3 回繰り
返し配列を含むレポーター（pROREx1、x2、または x3-wt）の共発現における応答性
は、コントロールベクター（pGVP2）の共発現と比べて、それぞれ 1.6 倍、3.2 倍およ








型ROREを含む 20 bpのプローブ（CLDND1-ROREwt）を 32Pで末端標識し、in vitro
翻訳で得た RORα と反応させた。既知の RORE を含む I-κBの非標識プローブ過剰
添加により CLDND1-ROREwt に対する RORα の結合性は阻害された。それに対し、




CLDND1 mRNAに対する RORα ノックダウンの影響 
 CLDND1の転写調節に対するRORαの関与についてさらに立証するために、内因
性 RORα ノックダウンによる CLDND1 および TJs 関連遺伝子の mRNA レベルを
siRNA導入による qRT-PCRにより検討した。RORαを標的とする siRNA（siRORα）
による RORα および CLDND1 mRNA レベルは、コントロール（siGFP）と比べて、そ
れぞれ 28.3%および 64.5%抑制された。非標的スクランブル変異型 siRNA
（siRORα-mt）は、RORαおよび CLDND1 mRNAレベルに影響を示さなかった。TJs
機能に関わる CLDN1、ZO-1、CDHおよび OCLN mRNAレベルを評価した結果、こ
れらの遺伝子発現に対する RORα ノックダウンの影響は確認されなかった（Figure 
10A）。siRNA トランスフェクションに対する細胞生存率の影響は、siRNA 処理または
未処理細胞および各培地の LDH活性を測定することにより評価した。siRNA処理細
胞の培地における LDH 活性の割合（siGFP : 14.2%、siRORα : 13.9%および
siRORα-mt : 13.1%）は、未処理細胞の培地（12.8%）と同程度であった。よって、




Table 1.  Primers used in this study. 
Primer    Sequence (5' - 3')  
qRT-PCR (‘‘Common’’ indicates the sequence is conserved between human and rat) 
rtCLDND1-FW(common) GCATTCTCCATCTCCTTGCAG 
rtCLDND1-RV(common)  GCCTTCATTAAGGTGTACTC 
rtRORA-FW(common)  TCCATGCAAGATCTGTGGAG 
rtRORA-RV(common)  ACAGCATCTCGAGACATCCC 
rtAHR-FW(common)  TAGCTACTCCACTTCAGCCAC 
rtAHR-RV(common)  GCCACTTTCTCCAGTCTTAATC 
rtCLDN1-FW(rat)  CTAAACGAACAGTTCATGGAG 
rtCLDN1-FW(human)  CTAACTGAGCAGTTCATGGAG 
rtCLDN1-RV(common)  CTGCAAGGAGATGGAGAATGC 
rtACTB-FW(common)  GCACCACACCTTCTACAATG 
rtACTB-RV(common)  CTCAAACATGATCTGGGTCATC 
rtZO1-FW(human)  TCGCAGTATGCCCAGCCATC 
rtZO1-RV(human)  CCTGAGCAGTATCTTCTCGG 
rtCDH1-FW(human)  GTCTGTCATGGAAGGTGCTC 
rtCDH1-RV(human)  GGTGACCACACTGATGACTC 
rtOCLN-FW(human)  AGTCCACCTCCTTACAGGCC 
rtOCLN-RV(human)  GAGCATAGACAGGATCCGAATC 
rt18S rRNA-FW(human)  CGATAACGAACGAGACTCTGG 
rt18S rRNA-RV(human) TAGGGTAGGCACACGCTGAGC 
Luciferase reporter cloning (Mutated sequences are underlined) 
pCLDND1-ROREwt-FW  ATTCTACGCGTGGGAAATAAAATGGGTCAACG 
pCLDND1-ROREmt-FW  ATTCTACGCGTGGGAAATAGGATCCGTCAACG 
pCLDND1-RV   CCAGAAGTCGACGCCAATGGAGGCTGCCATGTAGATG 
CLDND1-ROREwt-sense  GGAAATAAAATGGGTCAACGTT 
CLDND1-ROREwt-antisense AACGTTGACCCATTTTATTTCC 
CLDND1-ROREmt-sense  GGAAATAGGATCCGTCAACGTT 
CLDND1-ROREmt-antisense AACGTTGACGGATCCTATTTCC 
PGVB2-FW   CAAGTGCAGGTGCCAGAAC 
PGVB2-RV   CACCTCGATATGTGCATCTG 
EMSA (Mutated sequences are underlined) 
CLDND1-ROREwt-sense  GGAAATAAAATGGGTCAACGTT 
CLDND1-ROREwt-antisense AACGTTGACCCATTTTATTTCC 




Ikb-RORE-sense   GATCCAATGTAGGTCACATG 
Ikb-RORE-antisense CATGTGACCTACATTGGATC 
siRNA experiments (Synthesized siRNA sequences are underlined) 
siRORA1388-S-u  GATCACTAATACGACTCACTATAGGGCTAATGGCATTTAAAGCAATT 
siRORA1388-S-d  AATTGCTTTAAATGCCATTAGCCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
siRORA1388-AS-u GATCACTAATACGACTCACTATAGGGTTGCTTTAAATGCCATTAGTT 
siRORA1388-AS-d AACTAATGGCATTTAAAGCAACCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
siGFP-S-u  GATCACTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCTT 
siGFP-S-d  AAGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
siGFP-AS-u  GATCACTAATACGACTCACTATAGGGGAACTTCAGGGTCAGCTTGTT 
siGFP-AS-d  AACAAGCTGACCCTGAAGTTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
siRORAmt-S-u GATCACTAATACGACTCACTATAGGGGATTACAACGAATCTAAGTTT 
siRORAmt-S-d  AAACTTAGATTCGTTGTAATCCCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
siRORAmt-AS-u  GATCACTAATACGACTCACTATAGGGACTTAGATTCGTTGTAATCTT 






Figure 4.  RORE in the promoter region of human CLDND1. (A) The ENCODE project data 
integrated in the UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) were used to identify a distal, 
conserved putative RORE in the CLDND1 5’ region containing the promoter, located within a DNase I 
hypersensitivity site and a ChIP-seq assay indicated H3K27Ac to be possibly involved in enhancement of 
transcription. Luciferase reporter constructs of the human CLDND1 promoter region amplified by PCR 
using RV (+1720) and FW (-303) primers. (B) Schematic representation of the human CLDND1 promoter. 
Sequence analysis revealed the presence of putative RORE located at positions -297 to -286 of the 
CLDND1 transcription start site (TSS,+1 to position). The exon region of CLDND1 transcripts is 
underlined. Met, translational start codon. (C) Alignment of putative ROREs in human, rhesus monkey 
(positions -314 to -303, GenBank accession no. NM_001265740), rat (positions -309 to -298, GenBank 
accession no. NM_001006955), and mouse (positions -323 to -312, GenBank accession no. 
NM_001252451) CLDND1 genes. The sequences of the putative response elements are shown, with the 





Figure 5.  Association between CLDND1 and RORα expression across various tissues in rat. 
The mRNA levels of Rorα, Cldnd1 and Cldn1 from various rat tissues were determined simultaneously to 
obtain a regression line. Correlation coefficients were obtained after simple curve-fit analysis of the relative 





Figure 6.  Comparison of endogenously expressed genes in human cells. Relative mRNA levels of 
RORα (A), CLDND1 (B), AHR (C), and CLDN1 (D) in 1µg of total RNA of HBEC, HEK293, HepG2, 
Hela cells as quantified by qRT-PCR. All data are the means ± S.E. of three independent experiments. 
Relationships between CLDND1 and RORα expression (E) and between CLDND1 and AHR expression 





Figure 7.  Hypoxic stimulation and overexpression of RORα leads to elevated CLDND1 gene 
expression. HBEC were treated with 300 µM CoCl2 to mimic hypoxia for the indicated times. mRNA 
expression of RORα (A), CLDND1 (B), AHR (C) and CLDN1 (D) was analyzed by qRT-PCR and 
normalized to β-actin. HBEC (Control) and HBEC stably expressing RORα (RORα-St1 and RORα-St2) 
were incubated for 48 hours. mRNA expression of RORα (E) and CLDND1 (F) was analyzed by qRT-PCR 







Figure 8.  The ROR response element (RORE) of CLDND1 is directly activated by RORα (A) 
Transactivation of the RORE of the CLDND1 promoter by the RORα. The reporter plasmids pCLDND1-
wt containing the wild-type RORE (TAAAATGGGTCA) and pCLDND1-mt containing the mutated-type 
RORE (TAggATccGTCA, mutated region lowercase) were engineered to contain a fragment of the human 
CLDND1 promoter region from -303 to +1720 bp. HEK293 were transfected with luciferase under the 
control of the CLDND1 promoter. Data shown represent fold transactivation over basal activity and are 
reported as the means ± S.E. (n = 4). *P<0.05. (B) HBEC were transfected with the RORα expression vector 
(closed bars) or empty vector pSG5 (opened bars) along with luciferase driven by 1 to 3 direct repeats of 
wild-type (pROREx1, x2 and x3-wt) or mutated (pROREx3-mt) RORE in the CLDND1 promoters. Data 





Figure 9.  RORα binds to a putative response element in CLDND1. (A) Sequence of the putative 
RORE (underlined) in human CLDND1. The probe mt is equivalent to this motif, except that the lowercase 
nucleotides have been mutated. The I-κB probe contains the known RORα response element in NF-κB 
inhibitor α. The RORE consensus sequence is HWAWNTRGGTCA (H; A, C or T, W; A or T, N; A, C, G 
or T, R; A or G). (B) EMSA was used to test the ability of 32P-radiolabeled wild-type and unlabeled I-κB or 
mutated probes at 5-, 10-, 20- and 40-fold excess to inhibit the binding of RORα to the putative response 
element (open arrowhead; DNA-RORα complex). The positions of free probe (free DNA) and the 
nonspecific probe of RORα for crude protein (non-specific) are shown. The RORα antibody (antiRORα) 
was pre-incubated with the RORα crude product before adding the oligonucleotide probe for the formation 
of the supershift band (filled arrowhead; DNA-RORα-antiRORα). Each of the probes indicated was mixed 





Figure 10.  Effect of RORα deficiency on CLDND1 expression. (A) Suppression of endogenous 
RORα by siRNA significantly decreased CLDND1 mRNA in HBEC. HBEC were transfected with 50nM 
siRNA and analyzed by qRT-PCR to quantify the expression of RORα, CLDND1, CLDN1, ZO-1, CDH1 
and OCLN. Opened bars represent cells treated with siRNA targeting green fluorescent protein (siGFP) as 
negative control. Closed bars are for cells treated with siRNA targeting a sequence around 1388 bp 
downstream of the RORα start codon (siRORα). Hatched bars represent cells treated with non-targeting 
scramble siRNA (siRORα-mt). Data are means ± S.E. of three experiments, and are normalized to 18S 
rRNA. *P<0.05. (B) Effects of siRNA transfections on cell viability were estimated by measuring LDH 
activity in the culture media of siRNA-treated (siGFP, siRORα and siRORα-mt) and non-treated (none) 
cells. LDH activity in the medium (open bars) and cells (closed bars) were measured and expressed as a 





動脈硬化を含む多種多様な疾患に関わる RORα は、CLDND1 の転写調節に関
与することが考えられる。そこで本章においては、CLDND1 の転写調節機構に対す
る RORαの関与について検討した。 
UCSC Genome Browserに統合された ENCODEデータによる DNaseⅠ感受性
試験およびアセチル化ヒストンの ChIP-seq により調査した結果、CLDND1 プロモー
ター領域（-297 から-286）に RORE を特定した（Figure 4A、B）。ヒトの RORE 相同
性をアカゲザル、ラット、マウス間で比較した結果、アカゲザルの RORE は高度に保
存されていた。しかし、ラットとマウスの RORE は低い保存性であった。よって、
CLDND1 の転写調節に対する RORα の関与は、ヒトとアカゲザルに共通して存在し
強く影響することが示唆された（Figure 4C）。 
ラット組織およびヒト細胞株において CLDND1 と RORα mRNA 量の間で正の相





CLDND1 の転写調節に影響していることが報告されている 37。しかし、ヒト CLDND1
のプロモーター領域中において AHR 結合部位を検索した結果、AHR の直接的な関
与は示されなかった。ルシフェラーゼレポーター解析の結果より、RORα は、
CLDND1-RORE に対する応答性が示された（Figure 8）。加えて、EMSA 法の結果
より、RORαが CLDND1-ROREに直接結合することが示された（Figure 9）。さらに、













2. ラット組織およびヒト細胞株において RORα と CLDND1 mRNA量の間で正の相
関性が示された。 
3. RORα 過剰発現および siRNA を介した RORα ノックダウンにおいて、それぞれ
CLDND1 mRNAレベルの増加および低下を生じることが示された。 
4. RORαは CLDND1プロモーター領域中の ROREに直接結合することにより、転
写調節に関与していることが示された。 
 












第２章 RORαを介する CLDND1の発現調節に及ぼすロバスタチンの影響 
 
第１節 序論 




が RORα のリガンドとして特定されている 41,42。さらに、7-オキシステロールおよび
24S-ヒドロキシコレステロールなどは、RORα のインバースアゴニスト（抑制作用）と








の崩壊に関与していることが示されている 23。また、CLDND1 は RORα 標的遺伝子
であることから、CLDND1 の発現誘導に RORα リガンドとしてコレステロール類の関
与が考えられる。そこで、本章においては RORαを介したCLDND1の発現調節に対
するコレステロールの影響について検討した。初めに、培養細胞を用いたロバスタチ
ン処理細胞における CLDND1-RORE に対する RORα 結合性および応答性を評価








HepG2の培養は、第 1章の第 2節、第 1項と同様の操作で行った。ロバスタチン
処理に用いた HepG2は 1.0-5.0×105cell/wellで播種し、一晩培養後、血清と抗生物
質を含む新しい DMEM に交換した。10-20 µM ロバスタチン（Merck）またはコントロ




第２項 クロマチン免疫沈降法（Chromatin immunoprecipitation assay : ChIP） 
HepG2 を 90 mm シャーレに播種し、90%コンフルエンスになるまで一晩培養後、
血清と抗生物質を含む新しい DMEM に交換した。10 µM ロバスタチンまたはコント
ロールとして DMSO を添加し（ロバスタチンと同量）、さらに 72時間培養した。ロバス
タチンを添加した細胞は、抗生物質のみを含む DMEM を用いた。クロマチンを 1%ホ
ルムアルデヒド中、室温で 10分間架橋させ、2.5 Mグリシン 0.5 mLを加え 4℃で 10
分間静置し、反応を停止させた。細胞は、PBS（-）で 2回洗浄し、低速遠心分離により
収集後、OneDay ChIP kit（Diagenode）を用いて免疫沈降反応を行った。抗体は、1 
µg抗 RORα（C-16）抗体（Santa Cruz Biotechnology）またはネガティブコントロール
として非免疫 IgG 抗体を用い、ローテーターにより 4℃で一晩混合した。抗体-タンパ
ク質-DNA複合体は、プロテイン Aビーズ（Diagenode）と 4℃で 1時間混合し、10分
間の遠心分離（1000×g）により免疫沈降させた。抽出した DNA は、Table 2 に示す
CLDND1プロモーター領域の ROREに特異的なプライマーにより PCRで増幅した。










しい DMEMに交換し、20 µM ロバスタチンのみ、20 µM ロバスタチンを含む 50 nM
コレステロールを添加後、さらに 24-32 時間培養した。また、コントロール細胞は、血
清と抗生物質を含む新しい DMEMに交換後、DMSOを添加し（ロバスタチンと同量）、












細胞は、ホモジネートバッファー（50 mM Tris-HCl［pH 7.0］、200 mMスクロース、




抗 CLDND1 抗体 23、抗 RORα（H-65）抗体または抗 β-アクチン抗体（Proteintech 
Group）により、それぞれ 4℃で一晩インキュベートした。次に、2次抗体である西洋ワ
サビペルオキシダーゼで標識した抗ウサギまたはマウス IgG 抗体（GE Healthcare）
により、それぞれ 90 分間インキュベートした後、ECL prime ウエスタンブロッティング






 データは平均値±標準誤差（SE）で示した（n = 3-5）。2 群間の比較は、Student’s t-







CLDND1-RORE と RORα結合性に対するロバスタチンの効果 
RORα を介した CLDND1 の発現調節に対するコレステロールの関与を明らかに
するために、ロバスタチンによりコレステロールを低下させた細胞中の CLDND1-
RORE に対する RORα 結合性について ChIP 法により検討した。ロバスタチン未処











RORα 発現ベクター（pRORα）を用いた RORα 共発現においても同様にロバスタチ
ン処理により低下した応答性は、コレステロールの添加により回復を示した（Figure 
13）。しかし、ロバスタチン処理細胞による RORα 共発現における応答性は、コントロ






RORα および CLDND1 mRNA レベルを qRT-PCR により評価した。ロバスタチンの
作用を確認するために、スタチンにより発現が誘導される MPD（コレステロール合成
酵素の 1 つ）について 49、mRNA レベルを評価した。その結果、ロバスタチン処理細
30 
 
胞における MPD mRNA レベルは、未処理細胞と比べて、約 6倍の有意な増加を示
した。これにより、ロバスタチンの効果が確認された。ロバスタチン処理細胞における
RORα mRNA レベルは、未処理細胞と比べて、有意な変化を示さなかった。それに







Table 2.  Primers used in this study. 





rtCLDND1-FW   TAACTGAGCAGTTCATGGAG 
rtCLDND1-RV  TAAGCTTCGGCAAATGCAAG 
rtRORA-FW   TCCATGCAAGATCTGTGGAG 
rtRORA -RV  ACAGCATCTCGAGACATCCC 
rtMPD-FW  CTCTTACCTCAATGCCATCTC 
rtMPD-RV   CACAAACTCAGCCACAGTGTC 
rt18SrRNA-FW   CGATAACGAACGAGACTCTGG 

















Figure 12.  Binding of RORα and RORα response element in CLDND1 promoter region 
suppressed by lovastatin. Binding between RORα and the RORα response element in the CLDND1 
promoter by lovastatin using ChIP-PCR. HepG2 cells were treated with lovastatin or vehicle for 72 hours. 














Figure 13.  RORα responsiveness to RORα responsive elements by cholesterol level. HepG2 cells 
were co-transfected with an empty vector (pSG5) or RORα expression plasmids (pRORα) and the luciferase 
reporter plasmid containing three copies of the RORE (pROREx3). The results show the relative luciferase 
activity of each condition, with and without lovastatin or cholesterol treatment. Results also compare 










Figure 14.  Expression level of CLDND1 mRNA with lovastatin addition in HepG2. HepG2 cells 
were treated with lovastatin or vehicle for 24 hours. mRNA expression of MPD, RORα and CLDND1 were 





Figure 15.  Expression level of CLDND1 protein with lovastatin addition in HepG2. (A) 
Representative blots of RORα and CLDND1 protein expression in the HepG2 cells. (B) HepG2 cells were 
treated with lovastatin or vehicle for 72 hours. Protein expression of RORα and CLDND1 was analyzed by 
immunoblotting and normalized to β-actin. Protein expression was quantified using the Intelligent 







れている 42–44。本章では RORα を介した CLDND1 の発現調節に対するコレステロ
ール類の影響についてロバスタチンを用いて検討した。 
ChIP 法およびルシフェラーゼレポーター解析により、ロバスタチン処理細胞中の
RORE に対する RORα の結合性および応答性は、未処理細胞と比べて、共に抑制
された（Figure 12、13）。これらの結果から、ロバスタチン処理によるコレステロール
の合成阻害は、RORα リガンドであるコレステロール量の減少により CLDND1-

























コレステロール含有量と CLDND1 の発現量は、有意に増加していた 24,56。よって



































ロール類の低下は、CLDND1-RORE に対する RORα 結合性および CLDND1 の発
現調節に関与することが示された。しかし、遺伝子の発現調節は、複数の転写因子




子を探索した結果、Myeloid Zinc Finger 1（MZF1）が同定された。次に、転写調節配













変異型の DNA断片は、Table 3に示すプライマーを用いて PCRにより増幅した。そ
の PCR 産物を MluⅠ/SalⅠで処理し、pGVB2 ベクターの MluⅠ/XhoⅠ部位に挿入




HBEC を 0.5×105cell/well で播種し、一晩培養後、Lipofectamine 2000 を用いて
200 ng レポーターベクターおよび 200 ng β-ガラクトシダーゼレポーターベクターの
混合液をトランスフェクションした。過剰発現は、100 ng MZF1発現ベクター（pMZF1）
またはコントロールベクター（pSG5）をコトランスフェクションした。siRNA ノックダウン
は、50 nM siMZF1 または siGFP をコトランスフェクションした。12-16 時間後に、血
清と抗生物質を含む新しい DMEM に交換後、さらに 24-32 時間培養した。ルシフェ
ラーゼ活性は、第 1章の第 2節、第 6項と同様の操作で行った。 
 
第４項 ChIP法 
HBEC を 90 mm シャーレに播種し、90%コンフルエンスになるまで一晩培養後、3 
µg ルシフェラーゼレポーターベクター（CLDND1 の-308 から+891 領域を含む）およ
び pMZF1 をコトランスフェクションした。14 時間後に血清と抗生物質を含む新しい
DMEM に交換後、さらに 72 時間培養した。免疫沈降反応は、抗 MZF1 抗体（Santa 
Cruz Biotechnology）または非免疫 IgG 抗体を用いて、第 2 章の第 2 節、第 2 項と
同様の操作で行った。MZF1結合配列への相対的結合強度は Table 3に示すプライ











強度の解析は、第 2 章の第 2 節、第 6 項と同様の操作で行った。1 次抗体として抗
MZF1抗体、抗 CLDND1抗体または抗 β-アクチン抗体を用いた。 
 
第７項 過剰発現 
HBEC を 1.0-2.0×105cell/well で播種し、一晩培養後、Lipofectamine 2000 を用
いて 300 ng MZF1発現ベクター（pMZF1または pCl-MZF1）またはコントロールベク
ター（pSG5または pCl-neo）をトランスフェクションした。12-16時間後に、血清と抗生
物質を含む新しい DMEMに交換後、さらに 48-72時間培養した。 
 
第８項 siRNA ノックダウン 
MZF1 を標的とする siRNA（siMZF1）の調製は、第 1 章の第 2 節、第 9 項と同様
の操作で行った。siRNA の配列は Table 3 に示す。HBEC を 1.0×105cell/well で播
種し、一晩培養後、Lipofectamine 2000を用いて siRNA をトランスフェクションした。
12-16 時間後に、血清と抗生物質を含む新しい DMEM に交換し、さらに 48 時間培





サート［Merck］）上の HBEC（2.0×105cell/well）に Lipofectamine 2000 を用いて




をそれぞれ 0.1 mLおよび 0.6 mLの血清と抗生物質を含む新しいDMEMに交換後、
さらに 48 時間培養した。1 mg/mL FITC 標識デキストラン（平均分子量 ： 4,000; 
Sigma-Aldrich）を透過膜の上部に添加し、30 分、60 分、90 分および 120 分インキ
ュベート後、透過膜の下部からサンプルをそれぞれ採取し、透過した FITC の蛍光を
自動マルチウェルプレートリーダー（Molecular Devices）で測定した（励起 ： 485 nm、
発光 ： 535 nm）。 
 
第１０項  統計学的解析 
 データは平均値±標準誤差（SE）で示した（n = 3-6）。2群間の比較は、Student’s t-









CLDND1 の新規転写調節機構を明らかにするために、転写応答配列を in silico
解析および CLDND1 プロモーター領域の段階的欠失レポーターを用いたルシフェラ
ーゼレポーター解析により応答性を検討した。UCSC Genome Browser に統合され
た ENCODE データを使用し、アセチル化ヒストンのクロマチン免疫沈降法および
DNaseⅠ感受性試験の結果、第 1 イントロンを含む-308 から+891 の領域を












0.6 倍の有意な応答性の低下を示した（Figure 17C）。以上の結果より、CLDND1 第















た（Figure 18B）。MZF1 結合配列に対する MZF1 結合性を検討するために、MZF1
を過剰発現させた HBEC を用いた ChIP 法により検討した。抗 MZF1 抗体を用いた
免疫沈降量は、非免疫 IgG抗体と比べて、約 2.8倍の結合性を示した（Figure 18C）。 
CLDND1 転写に対する MZF1 の関与をさらに特徴づけるために、推定 MZF1 結
合配列への MZF1 応答性をルシフェラーゼレポーター解析により検討した。pMZF1-
Wt と MZF1 発現ベクター（pMZF1）の共発現における応答性は、コントロールベクタ
ー（pSG5）と比べて、2.0 倍の有意な増加を示した（Figure 19A）。それに対し、




CLDND1 の転写に MZF1 の関与が示されたため、MZF1 過剰発現とノックダウン
における CLDND1 mRNAおよびタンパク質レベルをそれぞれ qRT-PCRおよびウエ
スタンブロット法により評価した。pMZF1 を用いた過剰発現における MZF1 および
CLDND1 mRNA レベルは、コントロール（pCl-neo）と比べて、それぞれ 120 倍およ
び 2.4倍の有意な増加を示した（Figure 20A）。MZF1および CLDND1のタンパク質
レベルにおいても mRNA レベルと同様に、コントロール（pSG5）と比べて、それぞれ
2.0 倍および 2.5 倍の有意な増加が示された（Figure 20B、C）。さらに、siRNA を介
したMZF1 ノックダウンにおけるMZF1および CLDND1 mRNAレベルは、コントロー
ル（siGFP）と比べて、それぞれ 79.8%および 67.0%の有意な低下を示した（Figure 







MZF1 を介した CLDND1 発現調節の効果を評価するために、HBEC を用いた細
胞間の物質透過性を in vitro 透過性試験により検討した。siMZF1 による内因性
MZF1ノックダウンは、コントロール（siGFP）と比べて、FITC-デキストランを添加後30
分、60 分、90 分および 120分において、それぞれ 2.4 倍、1.5 倍、1.2 倍および 1.3
倍の物質透過性の亢進を示した（Figure 22A）。さらに、透過性試験後における
MZF1 および CLDND1 mRNA レベルを評価した結果、コントロール（siGFP）と比べ




Table 3.  Primers used in this study. 
Primer    Sequence (5' - 3')  










pGVB2-FW  CAAGTGCAGGTGCCAGAAC 














rtCLDND1-FW  CTAACTGAGCAGTTCATGGAG 
rtCLDND1-RV  TAAGCTTCGGCAAATGCAAG 
rtMZF1-FW  CCCGGAGATGGGTCACAGTC 
rtMZF1-RV  GCATAGTCCTAGGAGGTGTC 
rt18SrRNA-FW  CGATAACGAACGAGACTCTGG 






Figure 17.  Evaluation of reporter activity using deletion mutants of the CLDND1 promoter 
region. (A) The putative promoter region of human CLDND1. The ENCODE project data in the UCSC 
Genome Browser were used to identify a distal site located within a DNase I hypersensitivity site 
(sensitivity: black boxes > grey box). A ChIP-seq assay (in which each color represents a different cell type, 
and the stronger the binding to the transcription factor is, the closer the color is to black) suggested that 
H3K27Ac is possibly involved in the enhancement of transcription. A luciferase reporter construct of the 
human CLDND1 promoter region amplified by PCR using the primers FW (−308) and RV (+192, +491, 
+529, +568, +609, +686, +891) is also shown. The construct contains the first exon (E1), including the 
transcription start site (TSS, position +1), and the first intron of CLDND1 (starting at +218). (B) Deletion 
mutants of +192 to +891 regions based on −308 to +891. (C) Deletion mutants of +491 to +686 regions 
based on −308 to +686. HBECs were transfected with a luciferase vector in which the CLDND1 promoter 
region was stepwise deleted, and the reporter activity was evaluated. Data are mean ± S.E. (n = 5). *P<0.01. 
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Figure 18.  MZF1 responsiveness to the MZF1 binding site. (A) Schematic representation of the 
human CLDND1 promoter. Sequence analysis revealed the presence of a putative MZF1 binding site 
located at position +549 to +556 of the CLDND1 transcription start site (TSS,+1 to position). The exon 
region of human CLDND1 is capitalized, whereas the intron region is lowercased (Met, translational start 
codon). Alignment of the putative MZF1 binding sites in the human, rhesus monkey, mouse, and rat 
CLDND1 genes: the sequences of the putative MZF1 response elements are shown, with the conserved 
region of the MZF1-binding consensus sequence being underlined. (B) The reporter plasmids pMZF1-Wt, 
containing the wild-type (AGGGGGGA), and pMZF1-Mt, containing the mutated-type (AGGTTGGA, 
mutated region is underlined), were engineered to contain a fragment of the human CLDND1 promoter 
region from −308 to +568. HBECs were transfected with luciferase under the control of the CLDND1 
promoter. Data are mean ± S.E. (n = 5). *P<0.01. (C) Binding between MZF1 and the MZF1 binding region 
of CLDND1 using ChIP-PCR (left). Results were quantified by PCR (right). HBECs were transfected with 
an MZF1 expression vector and a CLDND1 promoter (−308 to +891) containing an MZF1 binding region. 
Non-immune IgG and anti-MZF1 antibodies were used for immunoprecipitation. DNA occupancy levels 




Figure 19.  Responsiveness of MZF1 and MZF1 binding sites to MZF1 expression level. (A) 
HBECs were transfected with an empty vector (pSG5) or an MZF1 expression vector (pMZF1) along with 
the reporter plasmid pMZF1-Wt. Data are mean ± S.E. (n = 5). *P<0.01. (B) HBECs were transfected with 
50 nM siRNA along with the reporter plasmid pMZF1-Wt. siRNA transfections were performed using 
siRNAs targeting coding regions of MZF1 (siMZF1). siRNA targeting green fluorescent protein (siGFP) 






Figure 20.  Expression level of CLDND1 with MZF1 overexpression in HBECs. (A) HBECs were 
transfected with an empty vector (pCl-neo) or an MZF1 expression vector (pCl-MZF1) for 72 hours. The 
expression levels of MZF1 and CLDND1 mRNA were analyzed by qRT-PCR and normalized to that of 
18S rRNA. Data are mean ± S.E. (n = 5). *P<0.01. (B) Representative immunoblots of MZF1 and CLDND1 
protein expression in the HBECs. (C) HBECs were transfected with an empty vector (pSG5) or an MZF1 
expression vector (pMZF1) for 48 hours. Protein expression of MZF1 and CLDND1 was analyzed by 
immunoblotting and normalized to that of β-actin. Protein expression was quantified using the Intelligent 




Figure 21.  CLDND1 expression level upon MZF1 knockdown using siRNA in HBECs. HBECs 
were transfected with siGFP or siMZF1 for 48 hours. (A) The expression levels of MZF1 and CLDND1 
mRNA were analyzed with qRT-PCR and normalized to that of 18S rRNA. Data are mean ± S.E. (n = 5). 
*P<0.01. (B) Representative immunoblots of MZF1 and CLDND1 protein expression in the HBECs. (C) 
Protein expression of MZF1 and CLDND1 was analyzed with immunoblotting and normalized to that of 






Figure 22.  Permeability of FITC-dextran in MZF1 knockdown. HBECs were transfected with 
siGFP or siMZF1 for 48 hours. (A) Effect of MZF1 knockdown on FITC-dextran permeability. Data are 
mean ± S.E. (n = 6). *P<0.05. **P<0.01. (B) The expression of levels of MZF1 and CLDND1 mRNA were 











DNaseⅠ感受性試験の結果より、第 1 イントロンを含む-308 から+891 の領域をヒト




中でも+529 から+568 領域は、CLDND1 の転写に対して最も抑制的に作用すること
が示唆された。（Figure 17B、C）。 
in silico解析により、第 1イントロンに存在するサイレンサー（+529から+568）へ結






と、応答性の増加が示された（Figure 18B）。さらに、ChIP 法により MZF1 が
CLDND1 の第 1 イントロン中の MZF1 結合配列に結合することが示された（Figure 
18C）。MZF1 は、細胞内環境に応じて、さまざまな遺伝子の転写活性化因子（アクチ
ベーター）および転写抑制化因子（リプレッサー）として機能する。例えば、細胞増殖
や分化の制御に関わる AXL、免疫細胞のマーカー分子である CD11b および CD14
などの遺伝子に対してはアクチベーターとして機能し 60,61、c-myc や I 型インスリン様
成長因子受容体など遺伝子に対してはリプレッサーとして機能することが報告されて





した。それに対し、siRNA を介した MZF1 ノックダウンは、応答性の低下を示した
（Figure 19）。これらの結果は、MZF1 がヒト CLDND1 の第 1 イントロンに存在する
サイレンサー領域に結合し、予想に反してアクチベーターとして作用することが示唆さ
れた。過剰発現による MZF1発現レベルの増加は、CLDND1 mRNAおよびタンパク





らの結果から、MZF1 発現レベルの抑制により CLDND1 転写活性化を抑制し、
CLDND1 レベルの低下を通じた TJs の形成不全を引き起こす可能性が示された。し
たがって、MZF1は CLDND1の転写調節に対してアクチベーターとして機能している
ことが示された。また、クローディンファミリーと同様に TJs を形成する膜タンパク質で
ある N-カドヘリンの転写調節においても MZF1 の関与が報告されている 64,65。した


















以上の結果から、MZF1 は CLDND1 第 1 イントロン領域のサイレンサーである









第 4章 CLDND1プロモーター上流領域に対する MZF1および SP1の相互作用 
 
第１節 序論 







列に結合する転写因子を検索した結果、MZF1および Specificity Protein 1（SP1）の
関与が示されたため、MZF1 および SP1 の応答性および結合性を評価した。次に、













断片は Table 4 に示すプライマーを用いて PCR により増幅した。その DNA 断片を
MluⅠ/SalⅠで処理し、pGVB2 ベクターの MluⅠ/XhoⅠ部位に挿入した。プラスミド
のシークエンス解析および精製は、第 1章の第 2節、第 6項と同様の操作で行った。
また、プロモーター領域または第 1イントロン領域の MZF1結合配列の 3回繰り返し
配列を含むレポーターベクター（pMZF1x3-promoter および pMZF1x3-intron）は、
MZF1結合配列のセンス鎖およびアンチセンス鎖として Table 4に示す相補的なオリ
ゴヌクレオチドにより、第 1章の第 2節、第 6項と同様の操作で調製した。 
 
第３項 トランスフェクションおよびルシフェラーゼ活性測定 
トランスフェクションおよびルシフェラーゼ活性測定は、第 3 章の第 2 節、第 3 項と
同様の操作で行った。過剰発現は、100 ng MZF1発現ベクター（pMZF1または pCl-




HBEC を 4.0×105cell/well で 6well に播種し、90%コンフルエンスになるまで一晩
培養後、500 ng ルシフェラーゼレポーターベクター（CLDND1 の-1017 から+192 を
含む）と pMZF1または pSP1をそれぞれコトランスフェクションした。14時間後に、血
清と抗生物質を含む新しい DMEM に交換後、さらに 72 時間培養した。免疫沈降反
応は、抗 MZF1抗体、抗 SP1抗体（Santa Cruz Biotechnology）または非免疫 IgG
抗体を用いて、第2章の第 2節、第 2項と同様の操作で行った。相対的結合強度は、










HBEC を 2.0×105cell/well で播種し、一晩培養後、Lipofectamine 2000 を用いて
500 ng MZF1 発現ベクター（pCl-MZF1）、pSP1 またはコントロールベクター（pSG5
または pCl-neo）をトランスフェクションした。12-16 時間後に、血清と抗生物質を含む
新しい DMEMに交換し、さらに 72時間培養した。 
 
第７項 統計学的解析 
 データは平均値±標準誤差（SE）で示した（n = 3-6）。2群間の比較は、Student’s t-












778 と比べて、約 50%の有意な低下を示した（Figure 24A）。さらに、応答性を示す領
域を絞り込むために、-778 から+192 の領域を基準とした段階的欠失レポーターベク
ターを用いて評価した。プロモーター領域において-734 までの欠失による応答性は、




エンハンサーに対する MZF1および SP1の応答性と結合性 
エンハンサー領域に結合する転写因子を明らかにするために、in silico解析および
TFBIND ソフトウェアにより検討した。この領域は、MZF1（TCCCCNCN ［N；A 、T、








+192）あるいは欠失させた（-734 から+192）領域に対する MZF1 の応答性は、コント
ロールと比べて、それぞれ約 2 倍および 1.5 倍の有意な増加を示した。また、エンハ
ンサーを含む（-742から+192）領域の応答性は、欠失させた（-734から+192）領域と
比べて、有意な低下を示した（データ未掲載 ： Figure 26A；*p<0.05.）。それに対し、
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エンハンサーを含む-742 から+192 領域に対する SP1 の応答性は、コントロールと
比べて、約 50%の有意な低下を示した。さらに、エンハンサーを欠失させた-734 から
+192 領域の応答性は有意な変化を示さなかった（Figure 26C）。そこで、エンハンサ
ーに対する MZF1 および SP1 の結合性を検討するために、MZF1 または SP1 を過
剰発現させたHBECを ChIP法により評価した。抗MZF1抗体および抗 SP1抗体に
よる免疫沈降量は、非免疫 IgG 抗体と比べて、それぞれ 5.5 倍および 3.0 倍の結合
性を示した（Figure 26B,D）。 
 
MZF1および SP1過剰発現における CLDND1のmRNAレベル 
MZF1および SP1過剰発現における CLDND1 mRNAレベルを qRT-PCRにより
評価した。その結果、第 3章の第 3節と同様に MZF1過剰発現における MZF1およ
び CLDND1 mRNAレベルは、コントロールと比べて、それぞれ 160倍および 1.6倍




エンハンサーとサイレンサー中の MZF1結合配列に対する MZF1の応答性の比較 
本章で同定したプロモーター上流領域のエンハンサーおよび第 3 章で同定した第
1イントロン領域のサイレンサーに対して、MZF1による転写調節の強さを比較するた
めに、各 MZF1 結合配列の 3 回繰り返し配列を含むレポーターベクターを用いたル
シフェラーゼレポーター解析により応答性を評価した。その結果、プロモーター上流領
域のエンハンサーおよび第 1 イントロン領域のサイレンサーの応答性は、コントロー






Table 4.  Primers used in this study. 
Primer    Sequence (5' - 3')  










Promoter-sense  TAAGATGTCCCTGCTTCCTGTC 
Promoter-antisense  GACAGGAAGCAGGGACATCTTA 
Intron-sense  GGATGAAGGGGGGATTTTTT 
Intron-antisense  AAAAAATCCCCCCTTCATCC 
ChIP 
promoter - ChIP-FW CCTCTGGTCCTTGAGTCAGC 
promoter - ChIP-RV CAGATAAGGTCATGGACAGC 
Intron - ChIP-FW  CAGTGCTGGGACCCTTTAAG 
Intron -ChIP-RV  GACCGCACCAAACACCTTAC 
qRT-PCR 
rtCLDND1-FW  CTAACTGAGCAGTTCATGGAG 
rtCLDND1-RV  TAAGCTTCGGCAAATGCAAG 
rtMZF1-FW  CCCGGAGATGGGTCACAGTC 
rtMZF1-RV  GCATAGTCCTAGGAGGTGTC 
rtSP1-FW  CAGCACAGGCAGTAGCAGCAG 
rtSP1-RV   GGAGTTGTTGCTGTTCTCATTGG 
rt18SrRNA-FW  CGATAACGAACGAGACTCTGG 








Figure 24.  Transcriptional activity of the promoter region of human CLDND1. Human brain 
endothelial cells (HBECs) were transfected with luciferase vectors carrying stepwise deletion mutants of 
CLDND1 promoter region and evaluated for reporter activity. (A) Deletion mutants of −1017 to −660 
regions from the region spanning −1017 to +192. (B) Deletion mutants of −778 to −734 regions from the 









Figure 25.  MZF1- and SP1-binding sites in the human CLDND1 promoter region. (A) The 
results of the DNase I susceptibility test (sensitivity: black boxes > grey box) and the chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) assay for H3K27Ac (each color represents a different cell 
type; the stronger the binding to the transcription factor, darker is the color) are shown integrated in the 
ENCODE project data in the UCSC Genome Browser. The transcription start point is +1 and the estimated 
MZF1-binding sites in the first intron and promoter region are shown. (B) Sequence of human CLDND1 
promoter region −750 to −720. Alignment of the putative MZF1- and SP1-binding sites on CLDND1 in 
humans, rhesus monkeys, mice, and rats. The sequences of the putative response elements are shown, and 






Figure 26.  Evaluation of MZF1 and SP1 responsiveness to enhancer sequences in the CLDND1 
promoter region. (A, C) Assessment of MZF1 and SP1 responsiveness to enhancer regions. Human brain 
endothelial cells (HBECs) were co-transfected with a luciferase reporter vector ligated from −742 to +192 
regions or −734 to +192 regions with a MZF1-expressing vector (pMZF1) (A) or a SP1-expressing vector 
(pSP1) (C). Empty vectors (pGV-B2 and pSG5) were used as controls. The responsiveness of each 
transcription factor was evaluated by a reporter assay. Data are expressed as mean ± standard error (n = 3). 
*P<0.05. (B, D) Assessment of MZF1 and SP1 binding to enhancer regions. HBECs were co-transfected 
with a plasmid carrying the human CLDND1 promoter region (−1017 to +192) containing the enhancer 
with a pMZF1 (B) or pSP1 (D) vector. After 48 hours, the binding intensity of each transcription factor was 
evaluated by a chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay. Anti-MZF1, anti-SP1, and nonimmune IgG 
antibodies were used for immunoprecipitation. DNA occupancy levels are indicated as percentage (%) of 







Figure 27.  Human CLDND1 expression following overexpression of MZF1 and SP1. (A) Human 
brain endothelial cells (HBECs) were transfected with an empty vector (pCl-neo) or an MZF1-expressing 
vector (pCl-MZF1) for 72 hours. (B) HBECs were transfected with an empty vector (pSG5) or an SP1-
expressing vector (pSP1) for 72 hours. The expression of each mRNA was analyzed by quantitative RT-







Figure 28.  Comparison of MZF1-binding capacity to the promoter and first intron sites. Human 
brain endothelial cells (HBECs) were co-transfected with an empty vector or MZF1-expressing vector with 
a luciferase reporter plasmid containing the MZF1-binding sequence of the promoter site (A) or the first 
intron site (B) of CLDND1. The luciferase reporter plasmid contained three MZF1-binding sites to directly 













解析により検討した。その結果、-742 から-734 領域がエンハンサーであり CLDND1
の転写に大きく影響することが推測された（Figure 24）。UCSC ゲノムブラウザーの
ENCODE データによるアセチル化ヒストンのクロマチン免疫沈降法および DNase 
Ⅰ感受性試験の結果から、この領域に対する転写因子の反応性は低いことが示され
た（Figure 25A）。しかし、今回同定した-742 から-734 の領域はエンハンサーであり
CLDND1の転写に対して促進的に作用することが示唆された。in silico解析により、
プロモーター上流領域のエンハンサー（-742 から-734）に結合する転写因子として
MZF1 および SP1 を特定した。ヒト、アカゲザル、マウスおよびラットのエンハンサー
中の MZF1 および SP1 コンセンサス配列の相同性を比較した結果、ヒトにおいて
MZF1 および SP1 結合配列は、高い相同性を示した（Figure 25B）。ルシフェラーゼ
レポーター解析およびChIP法の結果より、CLDND1プロモーター上流領域のエンハ
ンサー（-742 から-734）に MZF1 または SP1 が結合すると CLDND1 の転写に対し
て、それぞれ促進的または抑制的に作用することが示唆された（Figure 26）。過剰発
現による MZF1 mRNAレベルの増加は、CLDND1 mRNAレベルの有意な増加を示
した。それに対し、過剰発現による SP1 mRNA レベルの増加は、有意な変化を示さ




は、第 1 イントロン領域のサイレンサーと比べて、MZF1 に対する高い応答性を示し
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た（Figure 28）。さらに、エンハンサーおよびサイレンサーに対する MZF1 の結合性
について本章および第 3 章の ChIP 法の比較により検討した。抗 MZF1 抗体を用い
たエンハンサーおよびサイレンサーの免疫沈降量は、非免疫 IgG 抗体と比べてそれ
ぞれ 5.5 倍および 2.8 倍であった（Figure 26）。これらの結果から、過剰発現させた
MZF1 は第 1 イントロンのサイレンサーと比べて、プロモーター上流のエンハンサー
に対してアクチベーターとして強く作用していることが示唆された。 
CLDND1 第 1 イントロンの MZF1 結合配列はサイレンサーであり、通常、リプレッ
サーが結合し、抑制的に働くことが考えられる。しかし、第 3 章で記述したように、
MZF1 を過剰発現させると MZF1 がサイレンサーに結合し、アクチベーターとして作
用する。それに対して、CLDND1 プロモーター上流の MZF1 結合配列はエンハンサ
ーであり、通常の生体内において、アクチベーターである MZF1 が結合し、促進的に
働くことが考えられる。以上の結果より、通常の発現レベルとして存在するMZF1は、









1. CLDND1 プロモーター上流領域の-742 から-734 中に MZF1 および SP1 結合
配列を含むエンハンサーが示された。 
2. エンハンサー領域（-742 から-734）に対する MZF1 および SP1 は、それぞれ促
進（アクチベーター）および抑制（コンペティター）的に作用することが示された。 
3. MZF1 および SP1 過剰発現は、CLDND1 mRNA レベルに対して、それぞれ増
加（アクチベーター）および変化をしない（コンペティター）ことが示された。 




















に示すように、第 1 章において、RORα は CLDND1 プロモーター領域のエンハンサ
ーである ROREに直接結合し、アクチベーターとして CLDND1 の転写調節に関与し
ていることを明らかにした。第 2 章において、RORα を介した CLDND1 の発現調節
に対して RORα リガンドであるコレステロール類の影響を検討した。その結果、ロバ
スタチンによるコレステロール類の低下は、CLDND1 プロモーター領域に存在する
RORE への RORα 結合性および CLDND1 の発現調節に対して抑制的に作用する
ことを明らかにした。しかし、遺伝子の発現調節は複数の転写因子の相互作用により
影響を受けることが知られている。そこで第 3 章において、新規転写因子の関与につ
いて検討した結果、MZF1 が CLDND1 第 1 イントロン領域のサイレンサーである




ター上流領域に転写因子が作用し、調節することから、第 4 章では CLDND1 プロモ
ーター上流領域について検討した。その結果、プロモーター上流領域のエンハンサー
に対して MZF1 と SP1 が相互作用しアクチベーターである MZF1 の働きにより
CLDND1の発現を増加させることを明らかにした。 
本研究において著者は、細胞接着分子 CLDND1 に対する転写因子 RORα およ
び MZF1 の関与ならびにコレステロールを介した新規発現調節機構を解明した。
Figure 31 に示すように、低コレステロール血症は、脳血管内皮細胞膜中のコレステ
ロール含量低下と共に転写因子 RORα を介した CLDND１の減少により、TJs 形成
不全を引き起こし、脳内出血を誘起することが示唆された。また、転写因子 MZF1 の
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